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論文の内容の要旨
　ほ乳類においては父方，母方のいずれかに由来するアリルのうち，一方の遺伝子発現が，特異的に抑制される
ゲノムインプリンテイングという現象が存在する。マウスではこれまでに約40のインプリンテイング遺伝子が同
定されており，またヒトではインプリンテイング遺伝子の発現異常による疾患が知られている。本論文では未知
のマウスインプリンテイング遺伝子を効率良く検索することを目的として，マウスcDNAマイクロアレイを作成
し，雌性単為発生胚，雄性単為発生胚のRNAサンプルを用いて，個々の遺伝子の発現量の差異を網羅的に解析し
た。
　まずマウスcDNAマイクロアレイの作成を行った。理研ゲノム科学総合研究センターにおいて分類された約
19ラOOOの重複の少ない完全長cDNAクローンを用いた。2種類の単為発生胚を皿1系統マウスより発生工学的手法
により作成し，9．5日胚より全RNAを抽出した。
　cDNAマイクロアレイにおける検出感度と検出の定量性，ハイブリダイゼーションの特異性に関して予備実験を
行った。その結果，1細胞当たり1－1，OOO分子程度発現しているRNAを定量的に検出できること，80％の塩基配
列相同性がある遺伝子間でも10％程度のクロスハイブリダイゼーションしか起こらないことがわかった。
　雌性および雄性の単為発生胚間での，個々の遺伝子の発現量の差異を調べた。発現が，再現性良く，どちらか
の単為発生胚に大きく偏っている27のインプリンティング侯補遺伝子を以後の解析対象とした。この中には9つ
の既に報告されているインプリンティング遺伝子が含まれていた。残りの18遺伝子は今までにインプリンティン
グ遺伝子であるとの報告のないものであった。これらについて，各遺伝子のマウス系統による塩基配列多型性を
利用して，正常胚（15，5日胚）でインプリンティング発現があるか否かを解析した。その結果，3遺伝子，んろ4，
んα3，1）o〃がインプリンティング遺伝子であることがわかった。んろ4は母方アリルのみより発現し，サイトカイ
ンのシグナル伝達に機能する遺伝子である。〃α3は肝臓を除いて父方アリルのみより発現し，アミノ酸膜輸送蛋
白質をコードしている。D6κは胎盤において母方アリルよりのインプリンティング発現が見られ，デルマタン硫
酸プロテオグリカンの一つをコードしている。
　18遺伝子のうち8遺伝子は正常胚ではインプリンティング発現が見られなかった。これらの遺伝子はインプリ
ンテイング遺伝子の制御下で発現すると考えられる。
　以上より，単為発生胚よりのRNAを材料とし，大規模マウスcDNAマイクロアレイを用いることにより，効率
一13一
よくインプリンティング遺伝子を新たに同定することに成功した。
審査の結果の要旨
　本論文は，その生物学的意義について明確な解釈が得られていないゲノムインプリンティング現象に関して，マ
ウスインプリンティング遺伝子の新たな同定を大規模スケールで行うことにより，この間題の解決に貢献しよう
というものである。従来より，異なる生物材料間でのRNA発現量の網羅的な比較にはいくつかの方法論が存在し
たが，種々の欠点により有効に使用できなかった。本論文では，近年のゲノムプロジエクトの成果に立脚した
cDNAマイクロアレイという新しい方法論を用いて，この方法論が有効であることを質的，量的に充分な，また信
頼性のおけるデータにより示した。
　本論文においてはまず，cDNAマイクロアレイ法の基礎的条件検討を行って検出の定量性，特異性を確認した。
この条件下にマウス単為発生胚のRNAサンプルを材料として，インプリンティング遺伝子の探索が行われ，デー
タ処理を工夫することにより目的の遺伝子を絞り，最終的にインプリンティング遺伝子であることを，正常胚に
おける発現アレルの解析によって確認した。この際にもいくつかの独創的な工夫が見られる。結果として，調べ
得る約19，OOOの遺伝子の中から一度に3つの遺伝子をインプリンティング遺伝子として新たに同定した。副次的
な知見として，材料として単為発生胚を用いると，真のインプリンティング遺伝子ではないが，この胚ではイン
プリンテイング遺伝子様の発現をする遺伝子が存在することを見いだした。
　要約すると，本論文はインプリンティング遺伝子の同定に大規模cDNAマイクロアレイ法が結果の信頼性や探
索の効率において，従来法よりもより有効に使用できることを示した。本論文の独創性，完成度は高く評価され
る。今後，本論文で示された方法論により更に大規模に探索することにより，ゲノムインプリンティング遺伝子
の全体像を明らかにし，その生物学的意義の解明が課題である。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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